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Deus

No sucesso de cada etapa vencida e na esperang¢a de vencermos outras
tantas etapas, nos vem a certeza da presenca da misericérdia divina em
nossas almas.
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RESUMO

TITULO: USO DE ETANOL COMO MODIFICADOR ORGANICO DA FASE
MOVEL PARA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA.

AUTOR: Ricardo Luiz Vasconcelos Ribeiro

ORIENTADORA: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

Os modificadores organicos mais utilizados atualmente em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de fase reversa s&o metanol e
acetonitrila. Devido & suas excelentes propriedades cromatogréficas, baixas
viscosidades - quando misturados com agua - e as suas disponibilidades
comerciais em alta pureza, esses solventes organicos tornaram-se preferidos
em analises cromatograficas. Outros solventes, tais como etanol, isopropanol e
acetona, foram testados, mas vaérios problemas foram observados, tais como a
dificuldade de purifica-las, resultando em alta absorgdo na regido UV-VIS, ou a
necessidade de pressdes mais elevadas para empurrar a fase movel através da
coluna, resultado da maior viscosidade. Desde entéo, os métodos de purificacdo
foram aperfeicoados e os equipamentos hoje disponiveis suportam pressées
bem mais elevadas (4x10” Pa, 6000 psi). Sendo assim, algumas desses
modificadores merecem uma reinvestigagdo. Entre os solventes organicos
polares disponiveis hoje com alta pureza e baixa absorbancia no UV-VIS, o
Etanol merece uma reconsideragdo ponderosa, j@ que é um solvente muito
menos téxico quando comparado aos mais usados - metanol e acetonitrila. Os
estudos deste trabalho visaram a otimizagdo de etanol:dgua como fase mével
para CLAE, em fungéo da composicdo e vazéo da fase mével e da temperatura
de separacdo, utilizando colunas cromatograficas do tipo C8 e C18. Os
resultados mostraram que o etanol possui um grande potencial em relacdo ao
uso rotineiro em separagbes cromatogréficas, especialmente em temperaturas

superiores & ambiente, onde a viscosidade da fase mével é menor.
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ABSTRACT

TITLE: Use of ethanol as an organic mobile phase modifier for High
Performance Liquid Chromatography.

AUTHOR: Ricardo Luiz Vasconcelos Ribeiro

SUPERVISOR: Dr*. Carol Hollingworth Collins

The most used organic modifiers for High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) are methanol and acetonitriie. Due to good
chromatographic properties, low viscosity (when mixed with water), high purity
and ready availability, these solvents are preferred in chromatographic analysis.
Other solvents, such ethanol, isopropano! and acetone, have been used but
problems, due to difficulties in purification (resulting in high absorbance in the
ultraviolet-visible detection range) and the need for higher pressures to praduce
reasonable flow rates (due to high viscosity when mixed with water), were
observed. Today, newer equipment supports higher pressures (4x10” Pa, 6000
psi} and high purity solvents are readily available. Therefore, some less common
mobile phases deserve reinvestigation. Among organic solvents available with
high purity and low absorbance in UV-VIS, ethanol is an interesting solvent,
especially considering that it is much less toxic than methanol and acetonitrile. in
this work, mixtures of ethanol:water have been tested for HPLC, using
commercial C8 and C18 chromatographic phases. The results show that ethanol
is & promising mobile phase modifier for routine iaboratory use, especially at
higher temperatures, where the mobile phase viscosity is lower.
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1 - INTRODUGAO:

Mais de 90% das separagbes com colunas de fase reversa em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizam fases méveis feitas
com misturas de metanol:dgua ou acetonitrila:agua. Outras misturas do tipo
organico:agua, tais como acetona:dgua, etanol:dgua e isopropanokl:agua foram
testadas ha mais de vinfe anos, mas foram consideradas menos satisfatérias.
Varios problemas foram observados com estas fases, tais como a dificuldade de
purifica-las, resultando em alta absorgéo na regido UV-VIS, ou a necessidade
de pressbes mais elevadas para empurrar a fase movel através da coluna,
resultado da maior viscosidade. Desde entdo, os métodos de purificacac foram
aperfeicoados e os equipamentos hoje disponiveis suportam pressdes bem mais
elevadas (4x10” Pa, 6000 psi). Sendo assim, algumas dessas fases merecem
uma reinvestigag¢ao.

Entre os solventes organicos polares disponiveis hoje com alta
pureza e baixa absorvancia no UV-VIS, o etanol merece uma reconsideracao
ponderosa, j@ que é um solvente muito menos tdxico quando comparado aocs

mais usados - metanol e acetonitrila.

1.1 - Selecdo do solvente em CLAE:

Uma das mais importantes etapas na cromatografia liquida é a
selecdo da fase movel. Para obter os melhores resuitados g escolha deve
considerar as propriedades quimicas e fisicas, além da pureza dos solventes
[1]. Varios fatores devem ser observados para a escolha do solvente a ser
usado para o desenvolvimento cromatogréafico. Os critérios de escolha comegam
pelas caracteristicas fisico-quimicos adequadas ao tipo de andlise a ser
realizada. As propriedades mais importantes citadas, entre outras, pelos autores
sao [1-5]:
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+ compatibilidade com o detetor;

* viscosidade e ponto de ebuli¢ao;

+ miscibilidade dos componentes da fase mével;

e compatibilidade com a fase estacionaria;

¢ dissolver a amostra e ndo decompor seus componentes;
e pureza do solvente e

o toxidade.

1.1.1 - Compatibilidade com o detetor:

Atualmente, um dos detetores mais utilizados em CLAE € o detetor
UV-VIS, incluindo o de comprimento de onda fixo, 0 de comprimento de onda,
varidvel ou o detetor por arranjo de diodos. Sendo assim, uma avaliagdo
importante da absorvancia do solvente na regido UV-VIS deve ser avaliada.
Essa avaliagdo é descrita na literatura como “UV-cutoff’. Preferindo-se néo fazer
uma tradugdo deste termo, “UV-cutoff é definido usualmente como o
comprimento de onda no qual a absorvancia do solvente em uma célula de 1 cm
€ igual a uma unidade de absorvancia (1 UA), usando égua como referéncia [1].

Em termos praticos, a escolha do solvente para o desenvolvimento
cromatografico estd em funcdo dos componentes da amostra a ser separada, ja
que ¢ soivente ndo deve absorver na mesma regido de trabalho. A tabela 1
apresenta o “UV-cutoff” para varios solventes.
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regiao espectral na qual pode-se trabaihar durante o desenvolvimento
cro.matogréﬂco. Abaixo, ou até nessa regido, o solvente n&o deve ser utilizado.
SEAVER e SADEK [2], em seu artigo, relatam que em casos especiais, 0
solvente pode ser utilizado como modificador até um nivel de 10%. A figura 1
mostra a absorvancia de varios solventes organicos usados em CLAE de fase

reversa.

Tabela 1 - “UV-cutoff” de vérios solventes [1].
Solvente ou classe de “Uv-cutoff””
solvente* (nm)
acetonitrila (ACN) <190
alcanos 190-205
metancl {(MeOH) 205
etanol (EtOH) 205
tetraidrofurano (THF) 212

* grau HPLC

Quanto menor o valor de “UV-cutoff” para um solvente, maior é a

— acetonitrila
-0- metanol
-~ tetraidrofurano
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Figura 1 - Espectros dos solventes acetonitrila,

metanol e tetraidrofurano [1].
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1.1.2 - Viscosidade e Ponto de Ebuligéo:

A viscosidade da fase mdvel é uma das propriedades fisico-
quimicas mais importantes que deve ser observada, ja que pode influenciar
consideravelmente na separagdo cromatografica.

O equilibrio na troca de massa do soluto entre fase mévelfase
estaciondria pode ser mais lento quando fases moéveis mais viscosas sdo
utilizadas. O resultado obtido pode ser picos mais largos e mais assimétricos.
Além disso, uma maior viscosidade resulta numa press&o maior na entrada da
coluna cromatografica (back pressure). Com isso, a vida util da fase
estacionaria pode ser comprometida. Em casos onde ha necessidade de elui¢éo
por gradiente, a alta viscosidade pode se tornar um problema, ja que a pressédo
no sistema pode aumentar ao longo da mudangé da composi¢do da fase movel
[3].

Na literatura recomenda-se que a viscosidade para a fase movel
seja < 0,5 cP [4]. A figura 2 demonstra que, a 20 °C, grande parte das
composi¢des das fases moveis utilizadas em cromatografia de fase reversa ndo
atendem a este requisito. Com excegéo das misturas de acetonitrila:agua,
contendo mais de 50% do componente organico, os demais solventes utilizados
formam misturas com agua de viscosidade superior & recomendada. A alta
viscosidade resultante da mistura bindria etanol:agua é uma variavel importante
que fez com que o etanol fosse deixado de ser usado.
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Figura 2 - Curvas de viscosidade para acetonitrila:agua,

~ metanol:agua e tetraidrofurano:agua a 20 °C [1].

Geralmente, o ponto de ebuli¢go e a viscosidade de um solvente
caminham lado a lado. Um solvente com baixo ponte de ebulicdo, geralmente
apresenta tambeém baixa viscosidade. Recomenda-se que a temperatura de
separacio esteja de 20 °C a 50 °C abaixo da temperatura de ebulicdo do
solvente utilizado para evitar que se formem bolhas no sistema cromatografico

[4] . O ponto de ebuligdo de alguns solventes utilizados em CLAE & dado na
tabela-2.

Tabela 2 - Ponto de ebuligdo de alguns solventes [1].

Solvente Ponto de Ebuligao (°C)
metanol (MeOH) 64,7
etanoi (EtOH) 78,0
acetonitrila (ACN) 91,6
tetraidrofurano (THF) 66,0

agua 100
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1.1.3 - Miscibilidade dos solventes:

Um outro fator muito importante € a miscibilidade dos soiventes
escolhidos para a composicdo da fase mével. Dois componentes que s&o
‘misturados em qualquer proporgdo, sem que haja a formagéo de duas fases
separadas, s&o considerados completamente misciveis {1]. No sistema
cromatografico, a imiscibilidade dos componentes da fase mévet provoca
aumento na pressao (back pressure) na entrada da coluna [3].

Solventes parciaimente misciveis ndo devem ser descartados na
sua utilizagdo, mas em casos onde hd a necessidade do uso de eluigdo por
gradiente, a miscibilidade dos componentes da fase moével deve ser testada em
todas as proporgies em que serfio utilizadas para a separacio. Outro caso
importante é a adicdo de um tamp&o a fase mével. Com o decorrer do tempo,
este tampao tende a precipitar na prépria fase mével, dificultando a separacéo.
Assim, fases méveis onde ha necessidade da adigéo de um tamp&o, devem ser
preparadas e j& utilizadas, ndo se esquecendo que nunca deve-se deixar
colunas estocadas com estas fases tamponadas [1, 3].

A figura 3 apresenta diversos splvéntes utiizados em
Cromatografia Liquida. Misturas de etanol:agua n&o apresentam problemas com
relacéo a miscibilidade, podendo ser usadas em qualquer proporgéo.
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Figura 3 - Miscibilidade de diversos solventes utilizados em CL [1].

— Heptano
Hexano
— ] Iso-octano
Matil-etil-cetona
i

1.1.4 - Compatibilidade com a fase estacionaria:

Outro aspecto bastante importante e que deve ser avaliado antes
de qualquer corrida cromatogréfica € a compatibilidade da fase mével com a
fase estacionaria.

Em cromatografia liquido-liquido a fase mével pode dissolver a
fase estacionaria. Como forma de evitar este tipo de problema, satura-se a fase
movel com a prépria fase estacionaria. Colunas com fase estaciondria
quimicamente ligada ou fase solida necessitam apenas de uma filtragio da fase
mével [5].
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1.1.5 - Compatibilidade com os componentes da amostra:

A amostra a ser separada deve, de preferéncia, ser dissolvida na
propria fase mével que sera utilizada no processo de eluigdo, ou em um de seus
componentes, para que ndo ocorra precipitacdo no injetor ou na coluna
cromatografica e posterior queda na resolucdo. E importante também que a fase
mével ndo decomponha nenhum dos componentes da amostra [5].

1.1.6 - Pureza dos solventes:

A presenca de impurezas nos solventes podem interferir em dois
aspectos importantes numa separacdo cromatografica. Um deles é que as
impurezas presentes podem afetar o valor do “UV-cutoff’ para um determinado
solvente. Com isso, a regido de absorg8o do solvente pode ficar préximo ao
comprimento de onda utilizado na detecgdo. Outro aspecto é que essas
impurezas geralmente variam de lote para lote de fabricag&o. Estas variacbes
podem ser significativas para afetar a reprodutibilidade nas separagées [3].

O metanol pode conter tracos de etanol, acetona, formaldeido e
acetaldeido e a acetonitrila pode conter alcoois, acido acrilico e acido acético,
derivados do proprio processo de fabricagéo deste solvente, que ndo chegam a
afetar a reprodutibilidade quando em baixas concentragdes. Tetraidrofurano é
um caso mais complicado j& que pode formar peréxidos. Estes peréxidos podem
reagir tanto com a fase estacionédria quanto com os componentes da ‘amosira.
Como forma de evitar isso, usa-se um preservante, o BHT (2,6-di-t-butil-4-
metilfenol). No entanto, o BHT tem uma alta absorvancia em 270 nm. THF sem
BHT (THF-UV) deve ser bem estocado e, apds aberto o frasco, deve-se

borbulhar N, como forma de deslocar o oxigénio molecular dissolvido [1].
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1.1.7 - Toxidade:

Deve-se considerar ainda, na escolha da fase maével, o aspecto de

toxicidade e a inflamabilidade do solvente organico. infelizmente, aqueles

solventes preferidos devido a baixa viscosidade e ponto de ebulicdo, sio,

geralmente, inflamaveis [4].

Dentre os possiveis solventes para uso em CLAE, o etanol é o que

possui menor efeito toxico (tabela 3) .

Tabela 3 - Solventes organicos e seus efeitos téxicos [6].

Solvente Efeito téxico
acetonitrila A inalacdo do vapor pode causar fatiga, nausea, diarréia e
dor abdominal; em casos severos podem ocorrer delirio,
convulsbes, paralisia e coma.
etanol Os efeitos toxicos sdo mais pronunciados cronicamente
(principalmente cirrose hepatica).
metanol A inalagdo do vapor em altas concentrages podem causar

tetraidrofurano

vertigens, disturbios digestivos, paralisia de certos
musculos. Menores concentragbes podem causar nausea,
vdmito, dor de cabeca e irritagdo das membranas das
mucosas. Os efeitos cronicos, mesmo a exposicdes em
baixa concentragéo, podem causar muitos dos efeitos
acima. ‘

O vapor é irritante para os olhos e sistema respiratério;

altas concentracdes tém efeito alucindgeno.
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1.2 - Parametros Cromatogréficos:

Uma separagdo cromatografica € otimizada variando-se as
propriedades das fases movel e estacionaria. As caracteristicas de retengao de
cada componente numa mistura dependem de fatores cinéticos - processos de
transferéncia de massa do soluto entre a fase movel e a fase estacionaria [7].

Os parametros cromatograficos séo utilizados para comprovar a
eficiéncia de uma separagdo. Vérios parametros podem ser obtidos a partir de
um cromatograma (figura 4) e s&o, geralmente, calculados para os picos mais

retidos.

n tRa
oY) a1

M |

INJECAO

Figura 4 - Cromatograma com as medidas relacionadas a

determinaga&o de parametros cromatogréaficos [5].

Para avaliar a forgca cromatografica da fase mével, ou seja, sua
capacidade de separacdo dos componentes de uma mistura, 0s parametros

cromatograficos que podem ser analisados séo:
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» Resolugdo: que se refere & separagio entre dois picos adjacentes. A egquacio

para se calcular a resolug&o dos picos cromatograficos é dada por:

R =1177-m ") (tpy —2z)
(Wi, +w,,)

(1)
onde tr; e trs 530 0s tempos de retencdo dos picos adjacentes e wi, € Wiy 880 as
larguras destes picos a meia altura.

A resolucdo entre dois picos depende das caracteristicas de
retencdo de cada componente, a capacidade da fase estaciondria reter
seletivamente cada componente e, sobre tudo, da eficiéncia da coluna (N).

Em analises quantitativas, a resolugdo minima requerida é de 1,5
para todos os picos de interesse [4].

* Fator de assimetria. normalmente calculada a 10% da altura do pico (figura 5).
b
d4=— (2)

A dispersdo dos componentes da amostra no sistema
cromatografico € representada por uma curva Gaussiana. Entretanto, algumas
moléculas do soluto s&o mais fortemente retidos na fase estaciondria, formando
uma cauda no pico (figura Sb). Caudas frontais (figura 5a) ocorrem quando a
retencdo do soluto na fase estacionaria & menor do que se esperava, ou seja,
ha uma preferéncia das moléculas do soluto pela fase mével [7].

Boas colunas produzem picos com A de 0,9 a 1,2, mas valores em
torno de 1,5 s&o aceitaveis desde que os picos ndo sejam tao largos. Picos com
pobre simetria podem resultar em: (a) andlises quantitativas imprecisas; (b)
menor resoluc&o e bandas menores ndo detectadas na cauda de outro pico e
(c) problemas com reprodutibilidade na retencgéo [7].
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———Picos normais—.____ i

\Tempo. de retencdo f
faiso

() ()

Figura 5 - Assimetria de picos (a)
cauda frontal e (b) cauda [7].

e Fator de retengdo:. descreve a habilidade da fase estacionaria em reter
os componente de uma mistura.

| _ (tR "IM)

k (3)

Ly

Este parametro € importante para avaliar o tempo de retencéo de
um pico no sistema cromatografico em relagcdo ao tempo de retencéo de um
composto ndo retido no processo cromatografico (tu). Valores pequencs de k
indicam que o soluto é pouco retido na fase estacionaria.

Para amostras com dois componentes, o fator de retengo
recomendado fica na faixa de 2 a 5. Para amdstras com varios componentes,
recomenda-se 0.5 < k <20 [4].

o Eficiéncia da coluna: a eficiéncia de uma coluna ¢ medida em fungéo do
numero de pratos tedricos, ou seja, as etapas de equilibrio do soluto entre a
fase movel e a fase estacionaria [4, 5]. Geralmente é calculada a partir da
largura do pico a meia altura (figura 4).
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tR 2
N= 5,545[w—J (4)

Claramente, a eficiéncia de uma celuna € diretamente proporcional

ao seu comprimento (L). Assim, o numero de pratos por metro (N/m) pode ser
calculado pela equacéo:

N
= 5
Nim== (5)

» Fafor de separagdo (ou seletividade). o fator de separacio entre dois
componentes A e B, depende da retencdo de cada componente na fase
estacionaria. Para dois picos adjacentes, o fator de separacdo depende do tipo
de fase estacionaria utilizada, a fase mével e a temperatura da coluna. Para que

‘haja a separagéio, o valor do fator de separagdo deve ser maior do que 1 [7].

ks

a=-= (6)

1.3 - Mecanismo de reten¢do do soluto no processo cromatografico:

O mecanismo de retengdo de um soluto pode ser compreendido
através da classica definigdo de uma separagdo cromatografica. Uma separagéo
cromatogréfica é seguida pela distribuicdo de um soluto enfre duas fases
imisciveis, uma fase mével (FM) e outra estacionaria (FE). Aqueles solutos que
sao distribuidos preferencialmente na fase movel passaro através ou pelo
sistema mais rapidamente do que aquelas substancias que s&o distribuidas
preferencialmente na fase estacionaria [8]. A distribuigdo relativa de um soluto

entre as duas fases imisciveis pode ser descrita segundo a equagéo:
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CFE

FM

K,= (7)

D!

onde K, é o coeficiente de distribuicio do soluto A entre a fase estacionaria e a
fase movel, Cre € a concentragdo do soluto na fase estacionaria e Cew € a
concentracao do soluto na fase movel.

Os fatores que influenciam a distribuicdo (K) de um soluto no.
sistema cromatografico séo [71:
o forcas intermoleculares entre o(s) soluto(s) e as fases moével e
estacionaria;
s composicgao e propriedades da fase movel;
» tipo e propriedades da fase estacionaria;

¢ temperatura.

1.3.1- Forgas intermoleculares entre o soluto e a fase movel:

Quando uma fase movel fornece pequenos valores de k (fator de
retengdo; equacaoc 3) para um determinado soluto, significa que esta fase mével
interage fortemente com as moléculas deste soluto. Como causa, este solvente
tem uma grande capacidade de dissolver o soluto da amostra [4]. No contrario,
as moléculas deste soluto terdo uma maior preferéncia peta fase estacionaria,
aumentando o valor de k.

As principais interagdes existentes entre as moléculas do solvente
€ 0 soiuto sao:

» dispersdo;
o dipolo;
* pontes de hidrogénio e

¢ interacdo dielétrica.
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1.3.2 - Composig&o e propriedades da fase mével:

Além das propriedades da fase mével, discutidas anteriormente na
secéo 1.2, a composicéo da fase movel, ou seja, a porcentagem do solvente
organico na fase movel, tem influéncia significativa numa separacéo.

Em Cromatografia Liquida de fase reversa, a fase movel &
composta por um modificador organico (solvente organico) relativamente polar e
agua. A variago da quantidade do modificador organico altera a polaridade da
fase movel, que estabelece entdo um equilibrio quimico do soluto entre as fases
moével e estaciondria (equagdo 7). Tipicamente, um aumento de 10% do
modificador organico diminuira o fator de retengao (k) de um soluto num fator de
2 a 3 [9]. Como pode-se observar na figura 6, a mudanga na concentragdo do
modificador organico na fase movel altera visivelmente o tempo de retengdo dos

solutos, até invertendo a ordem de eluicio em certos casos.
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Figura 6 - Separagdo de nitrocompostos arométicos.
(a) metanol:agua 30:70 (v/v);(b)metanol:agua 50:50
(viv); (c)metanol:agua 70:30 (v/v). [9]
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Os modificadores organicos mais usados para alterar a
seletividade da fase mdvel sdo metanol, acetonitrila e tetraidrofurano. A
seletividade destes eluentes & a habilidade de cada um em modificar o fator de
separacdo a de dois ou mais compostos presentes na amostra [10]. A mudanca
na seletividade da fase movel resulta quando os diferentes tipos de interagbes
entre as moléculas do solvente e do soluto também mudam. Assim, a
substituicio do modificador organico da fase mével altera o tipo de interagéo e,
consequentemente, a seletividade da fase mével [4].

Para estabelecer uma relag@o entre as diferentes seletividades
das fases moveis criou-se o conceito de parémetro de polaridade P’, que é a
medida do poder de solvatagdo de um solvente. O parametro & baseado em trés
espécies de solventes com diferentes caracteristicas:

* X, - parémetro de basicidade (receptor de prétons): medida da tendéncia
de formacgéo de pontes de hidrogénio;

* X4 - parametro de acidez (doador de prétons): medida da tendéncia de
formacgao de pontes de hidrogénio;

* X, - parametro de dipolo: medida da grandeza do dipolo.

Baseado nestes trés parametros, os solventes podem ser
classificados de acordo com suas caracteristicas em um triangulo (figura 7) de
seletividade [11, 12], e os solventes de seletividades similares sdc agrupados
(tabela 4). A tabela 5 apresenta a polaridade (P’) de alguns solventes mais

usados em cromatografia liquida.
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Figura 7 - Tridngulo de seletividade para solventes [4].

Tabela 4 - Grupos de solventes com seletividades similares.

Grupo Solventes
I eteres aliféticos e trialquilaminas
H alcoois alifaticos
HI derivados de piridina, THF, amidas (exceto formamida), éteres
de glicol, sulféxidos.
v glicois, alcool benzilico, acido acético e formamida.
\"J diclorometano, cloreto de etileno.
Vi cetonas e ésteres alifaticos, dioxano, nitrilas e anilina.
Vil hidrocarbonetos aromaticos, nitrocompostos, éteres aromaticos
e halogenados aromaticos.
\YH alcoois fluoretados, agua, cloroférmio.
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Tabela 5 - Parametro de polaridade P’ de alguns solventes.

Solvente P’ X X4 X Grupo
benzeno 2.7 0,23 0,32 0,45 Vi
éter dietilico 2,8 053 0,13 0,34 I
diclorometano 3,1 0,29 0,18 0,53 Vv
isopropanol 3,9 0,565 0,19 0,27 I
tetraidrofurano 4,0 0,38 0,20 0,42 nt
cloroférmio 4,1 0,25 0,41 0,33 viil
etanol 4,3 052 0,19 0.29 |
acetona 5,1 0,35 0,23 0,43 Vi
metanol 5,1 0,48 0,22 0,31 H
acetonitrila 58 0,31 0,27 0,42 Vi
acido acético 6,0 0,3%8 0,31 0,30 v
agua 10,2 0,37 0,37 0,25 Vil

19

Para qualquer solvente da tabela 5, 0 somatério de x., xq € X, €

sempre igual a 1. No caso do cloroférmio, por exemplo, as propriedades de suas

interagbes polares serdo de 25% de receptor de prétons, 41% de doador de

protons e 33% de interacbes de dipolo.

Se qualguer valor de x entre dois soiventes difere por um valor

menor que 0,03 (3%), entdo a seletividade entre eles ndo é tdo acentuadamente

diferente, como no caso de metanol e etanol, onde x, difere de apenas 0,02

(2%) [10].
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1.3.3 - Tipos e propriedades da fase estacionéria:

As fases estacionarias quimicamente ligadas sdo, atualmente, as
mais utilizadas em cromatografia liquida de fase reversa [4, 13, 14] e podem ter
diferentes polaridades, dependendo do grupo funcional com o qual se modificou
a superficie da silica [10]. A tabela 6 mostra diferentes tipos de grupos

funcionais de silicas quimicamente modificadas.

Tabela 6 - Grupos funcionais de silicas quimicamente modificadas [10].

Grupo Férmula Grupo Férmula
Octadecil — (CH»)17CHj3 Cicloexil — CeHi1
Octil — (CHg2);CHs Fenil — CeHs
Hexil — (CH;)sCH5 Amino —NH;
Dimetil = Si{CH;); Nitro —NO;
Trimetil — Si(CHa)s Nitrila —CN

A mudanga de coluna por qualquer outra com um diferente grupo
funcional muda, claramente, a seletividade da separac&o. A figura 8 mostra um
exemplo da separac&o de uma amostra com cinco componentes em trés
diferentes colunas cromatograficas.

As propriedades da fase estacionaria também podem afetar na
separagé&o cromatografica. Estas incluem principalmente ¢ tamanho e o formato
das particulas que compdem a fase estaciondria.

Atualmente, a preferéncia tem sido o uso de fases estacionarias
com particulas com diametro menor ou igual a 5 um. Essa preferéncia vem do
fato de que particuias menores possibilitam separacdes mais rapidas, ja que a
difusdo das moléculas do soluto em particulas de 5 um, ou menores, é mais

rapida do que em particulas maiores, como as de 10 um [15]. A figura 9 mostra
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a separacdo do aspartame e seus metabdlitos com colunas de diferentes
tamanhos de particulas.
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Figura 8 - Separagao cromatografica com diferentes colunas.

A = cortisona, B = dexametasona, C = corticosterona, D = o-nitrofenol
e E = fliorbenzeno. (a) coluna C18 (octadecit), acetonitrila:agua
{b) 36:64 (v/v); coluna CB6 (fenil), acetonitrila:agua 29:71 (viv);

(c) coluna CN (nitrila), acetonitrila:agua 20:80 (v/v) [9].
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Figura 9 - Separagéo cromatogréfica usando fases
estacionarias com (a} 5 e (b) 3,5 um de didmetro.
(1) fenilalanina, (2) acido 5-benzil-3,6-dioxe-
2-piperarazinoacético, (3) acido fenilalanina aspéartico,
(4) aspartame [15].

Ja quanto ao formato, as particulas podem ser esféricas ou
irregulares. independente do formato, colunas de mesmo tamanho recheadas
com ambas as particulas podem fornecer a mesma eficiéncia. No entanto,
colunas com as particulas esféricas podem gerar menor resisténcia & passagem
da fase mével e, consequentemente, menor pressdo (back pressure) [4].
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1.3.4 - Efeito da temperatura sobre a separacio:

Varios autores descrevem o efeito da temperatura e sua utilizacdo
como um dos parametros para a otimizagéo da separagdo cromatografica [10,
15-20].

O efeito da temperatura se observa sobre a redugdo da
viscosidade da fase movel, tornando mais efetiva a troca de massa do soluto
entre as fases movel e estacionaria. Além disso, a difusio mais rapida do soluto
na fase estaciondria pode aumentar a eficiéncia da separagéo [1, 10].

A retencéic de um soluto no processo isocratico pode ser verificada
empiricamente pela equagéo [16, 17]:

[+
loghk =a+— 8
ogk=a+- (8)

onde a e ¢ s&o constantes para um dado soluto e T é a temperatura absoluta
(Kelvin). Como pode-se perceber, 0 aumento na temperatura reduz o fator de
retencdo do soluto. Além da diminuigdo da viscosidade da fase movel, o
aumento da temperatura provoca a diminuigdo no espacamento (resolucdo)
entre os picos [15], podendo ser um fator aplicavel para a otimizagdio nas
separacdes cromatograficas, e também um aumento da solubilidade do soluto
na fase mével, sendo também um motivo pelo qual diminui-se o tempo de

separacgéo de uma mistura.
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No entanto, algumas desvantagens devem ser consideradas no

aumento da temperatura numa separagéo cromatogréfica [10]:

e 0 solvente ou 0s componentes da amostra podem ser mais facilmente
decompostos;

* a pressdo de vapor do solvente aumenta, aumentando assim o risco de
bolhas no detetor;

¢ a solubilidade da silica aumenta em todas as fases méveis com o
aumento da temperatura. A temperatura maxima é cerca de 120 °C para

colunas de silica e 80 °C para fases quimicamente ligadas.

Mesmo considerando estes fatos, deve-se levar em consideragéo
de que o aumento da temperatura de separagdo melhora a repetibilidade e
reprodutibilidade dos resultados, além de permitir trabalhar-se em vazdes mais
elevadas, onde seria mais dificil em temperatura ambiente j& que a pressdo no

sistéma seria maior, diminuindo o tempo total de analise.
1.4 - Ajuste da polaridade da fase mével:

A polaridade da fase modvel pode ser calculada a partir da
polaridade e concentracéo de cada componente presente na fase através da
equacao [4]:

P=¢ P +¢,P,+.+¢, P (9)
onde ¢ representa a fracdo do solvente e P’ é o parametro de polaridade do

solvente (se¢éo 1.3.2). Uma vez estabelecida a composicdo da fase mdvel, a
polaridade da mesma pode entdo ser calculada.
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No entanto, a seletividade da fase mével pode nio ser a ideal e a
mudanga do modificador orgénico pode ser necessaria a fim de obter uma
melhor separagéo dos picos cromatogréficos. A partir do triangulo de
seletividade (figura 7), geraimente, escothe-se o modificador organico (solvente)
de outro grupo de vértice oposto ao do soivente anterior e, a partir dai, calcula-
se a nova composigéo da fase movel que tenha polaridade similar (ou seja,
mesma forga cromatogréfica ou forca de eiuicéio) mas com seletividade diferente
[4, B]. A partir da equagéo 9, pode-se derivar outra equagéo pela qual pode-se
obter fases méveis de polaridades similares:

b= b (0
onde ¢, é a fragéo do modificador organico da fase mével inicial, ¢, é a fragdo
do modificador organico da fase movel de selstividade diferente, P, é a
polaridade da agua (P'w = 10,2), P’; é a polaridade do modificador organico da
fase movel inicial e P’; é a polaridade do modificador organico de seletividade
diferente.

No entanto, os mesmo autores [4, 9] descrevem outra equagdo e
valores de polaridades diferentes para os solventes organicos usados em
cromatografia liquida de fase reversa. O novo parametro de polaridade &
definido como S (forga do solvente), sendo que os valores para diferentes
solventes sdo dados na tabela 7.

Tabela 7 - Forga de solventes (S).

Solvente S Solvente S
agua 0,0 dioxano 3,5
metanol 3,0 etanol 3,6
acetonitrila 3,1 isopropanol 4,2

acetona 3.4 tetraidrofurano 44
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A partir dos valores da tabela 7, pode-se calcular a composigdo da
fase movel com seletividade diferente através da equacéo:

b=tb< (1)

Mesmo com duas equagdes e valores de polaridades diferentes,
ambas devem ser avaliadas no caso em que ha necessidade de mudanca de
seletividade da fase movel. A figura 10 mostra a separagio cromatogréfica
utilizando-se THF e metanol como modificadores orgénicos de fases méveis
com a mesma forga cromatografica. Pode-se perceber claramente a mudanca
na separagédo dos picos.

1
12
@ | (b) 2 5 4
3
4
3 5 6

]
¢ 10 S 0 0 —

2 tempo (min.) 0 10 o tempo (min.)

Figura 10 - Efeito do modificador orgénico na separagéio dos picos. (a)
MeOH:H.0 50:50 (v/v). (b) THF:H,0 32:68 (v/v). 1 = &lcool benzilico, 2 =
fenol; 3 = fenil-propanol; 4 = 2,4-dimetil-fenol; 5 = benzeno;

6 = dietilftalato [9].
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1.5 - Métodos quimiométricos de planejamento e otimizac#o (Planejamento
Fatorial):

Dentre os métodos quimiométricos existentes de otimizagéo e
planejamento experimental, encontra-se o planejamento fatorial. O planejamento
fatorial permite, simultaneamente, estudar a influéncia de uma ou mais variaveis
sobre seu(s) resultado(s) ou resposta(s) {21].

O planejamento fatorial é estabelecido a partir de fatores e niveis
pré determinados pelo experimentador, atribuindo k fatores e n niveis e fazendo
todas as combinagbes possiveis entre niveis e fatores [21, 22]. Supondo dois
fatores (k = 2) e dois niveis (n = 2) teremos um planejamento fatorial 2% (k").
Estabelecendo todas as combinagbes possiveis teremos 2 x 2 = 4 ensaios
diferentes.

Nos planejamentos de dois niveis costuma-se identifica-los como
niveis superior e inferior, os quais podem ser quantitativos ou qualitativos.
Normalmente, atribui-se para o nivel superior {(ou nivel alto) o sinal (+) e, para o
nivel inferior (ou nivel baixo), o sinal (-) [21].

Os resultados de um planejamento fatorial 2°, apresentados na
forma de diagrama, apresentam o formato de um quadrado (figura 11) e, a partir
dele pode-se estudar o efeito da variagdo dos fatores e niveis estabelecidos.
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Figura 11 - Fatores e niveis de um
planejamento fatorial 2°.

Os resultados em caso de replicatas séo colocados apenas o valor
medio de cada resposta. A partir dai podemos estudar os efeitos dos niveis e
fatores sobre os resultados {respostas). No caso de um planejamento fatorial 2%,
teremos os efeitos principais, representados por ks e k; e o efeito de interagdo

kikz. Os efeitos principais s&o calculados pelas equagdes:
- o v _ 1
b=y -y =00 +¥)-70i+5)  (12)
ky,=y, -y. ""‘0’2"'3’4 (.yl+}’3 (13)
E o efeito de interacdo é calculado pela equacao:

k.k ()’: +Y4)~ (.Vz +7s) (14)
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Acrescentando mais um fator ao planejamento fatorial anterior, ks,
tem-se um planejamento fatorial 2°. Com isso o planejamento fatorial completo
passard a necessitar a realizacdo de 2° = 8 ensaios. A tabela 8 mostra a
combinacgéo de todos os ensaios e a figura 12 o diagrama do fatorial 2° com as
respostas.

Tabela 8 - Combinagao dos ensaios de

um planejamento fatorial 2°.

Ensaio k; k: ks
1 - - -
2 + - -
3 _ + _
4 + + _
5 _ _ +
6 + _ +
7 " + +
8 + + +

+1
k3
0

Figura 12 - Fatores e niveis de um

planejamento fatorial 2°.
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No caso de um planejamento fatorial 2°, além dos efeitos principais
k1, k2 e ks, teremos os efeitos de interagéo de dois fatores kikz, kiks € kxks e ©
efeito de interag&o de trés fatores kikks. Todos estes efeitos podem também ser
calculados a partir de programas computacionais [21, 22].

Para verificar a validade do planejamento fatorial, pode-se calcular
o erro dos seus efeitos principais e de interagdo e aplicar o teste de Student
(teste t). Supondo que se tenha feito duplicata para todos os ensaios, a
estimativa combinada da variéncia de uma observagéo individual é dada por:

d’
V) =s' =220 (15)

onde d; é a diferenca entre as duas observacdes de cada ensaio realizado e N o
namero totais de ensaios, no caso N = 8.

A partir da varigncia individual V(y), calcula-se a variéncia do
efeito dada por:

V(efeito) = %:- (16)

Para o erro do efeito, calcula-se por:
s(efeito) = [V (efeito)]'* (17)
O teste ¢ é aplicado sobre o erro do efeito, s(efeito), e supondo um
nivel de confianga de 95%, o efeito & considerado estatisticamente significativo

se:

efeito > t ., xs(efeito) (18)
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onde t,es% € 0 valor do ¢ de Student para v graus de liberdade com um nivel de
confianga de 95%.

A analise do fatorial também pode ser feita através de graficos
normais, como na figura 13, obtidos também por programas computacionais
[22]. Os efeitos considerados significativos s&o representados pelos pontos
mais afastados da reta. O efeito é tanto mais significativo quanto mais estiver
afastado desta reta. Na mesma figura 13, o eixo das ordenadas corresponde a
N = 9 na tabela E do apéndice da referéncia de Box, Hunter e Hunter [23], que
indica a localizagio das probabilidades acumuladas correspondentes a uma
amostra de 9 silementos.

T T T T T T T T T 1
-1 ] 1 b 3 3 LY 5
efeitos

Figura 13 - Grifico normal dos efeitos.
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2 - OBJETIVOS:
Os objetivos delineados para esse trabalho foram:

¢ Determinar os parametros fisicos-quirhicos relevantes a cromatografia liquida
para misturas de etanol:agua.

e Otimizar as separagdes cromatograficas utilizando etanol:dgua como fase
moével em fungéo da temperatura e composigéo da fase mével;

¢ Avaliar o comportamento do etanol como modificador orgénico da fase mével
nas separagbes cromatogréficas frente a diferentes fases estaciondrias (C8 e
C18y;

e Comparar os principais modificadores organicos, ou seja, metanol e
acetonitriia, com o etanol em relagdo a resolucdo (Rs), fator de assimetria (As),
fator de retencéo (k) e tempo de analise (iz) dos picos cromatogréficos.

» Verificar a influéncia da temperatura nas separagées cromatogréaficas utilizando
etanol:agua como fase maével.

» Verificar a estabilidade das fases estacionarias (C8 e C18) frente a0 uso de
etanol:agua como fase moével.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL:

3.1 - Espectros UV-VIS:

A primeira etapa do trabalho consistiu em verificar algumas
caracteristicas fisico-quimicas descritas no item 1.2 (selecdo do solvente em
CLAE). Assim, foram obtidos os espectros de absorgéo UV-VIS do etanol grau
HPLC, além do metanol (Merck, grau HPLC), acetonitrila (grau HPLC) e
tetraidrofurano (PA). Utilizou-se um espectrofotdmetro UV-VIS por arranjo de
diodos, marca Hewlett Packard, modelo 8452A.

3.2 - Viscosidade das misturas etanol:agua:

Para verificar a viscosidade, utilizou-se um viscosimetro de
Ostwald. Foi determinada a viscosidade da mistura de etanol:agua em diversas
composigdes (5% a 95% de etanol - v/v), variando-se a temperatura de 25°C a
70°C.

3.3 - Fase estacionaria:

Foram utilizadas fases comerciais C8 e C18, marca Rainin,
particulas esféricas com diametro de particula de 5 um. As condigdes para ©
recheio das colunas estdo na tabela 9, selecionados baseados em trabalhos
recentes no Labortério de Cromatograifa Liquida [24]. Foram recheadas quatro
colunas para trabalho, todas com dimenses de 150 mm x 3.0 mm (d.i),
utilizando uma bomba Haskel. Apds recheadas, as colunas foram condicionadas

a uma vazao de 0,2 mL min" durante 5 horas ahtes de qualquer injecio.
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Tabela 9 - Condigdes de recheio das colunas cromatograficas C8 e C18.

Coluna Tipo de fase Solvente de g de tempo de Pressdo de Solvente

estaciondria suspensdo FE/mLde agitagéioda enchimento propulsor

solvente suspensdo (psi)
1 C18 CCl, 1,6/8,0 16h 5.500 metanol
2 C18 CCl, 1,6/8,0 - 16h 5.500 metanol
3 Cs CCl, 1,6/8,0 3h 7.000 metanol
4 cs CCl4 1,6/8,0 3h 7.000 metanoi

3.4 - Preparacéo da mistura padréo:

Preparou-se uma mistura padréo contendo:

e Acetona-0,19 mol L";

Benzonitrila - 0,012 mol L™

Benzeno - 0,018 mol L™
Tolueno - 0,03 mol L™
Naftaleno - 0,002 mol L™

3.5 - Condigdes operacionais do sistema cromatografico:

Para obteng&o dos cromatogramas, foi utilizado um sistema
Waters com duas bombas modelo 510 controladas por um controlador
automético de gradiente Waters, modelo 680; detetor UV-VIS por arranjo de
diodos modelo 811 (com programa PDA) e injetor Rheodyne, modelo 8125 com
amostrador (alga) de 10 ul. Um forno Waters, modelo CHM, com controlador de
temperatura Waters, modelo TCM, foi utilizado para acondicionamento da

coluna cromatografica a diversas temperaturas.
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Todos os solventes utilizados foram da Merck, grau HPLC, e a
agua obtida de um sistema Milli-Q (Millipore). O comprimento de onda de
trabaiho do detetor foi de 254 nm.

3.6 - Otimizacéo das condicdes de separagéo:

Com relagédo a separagdo cromatografica, foram testadas misturas
de etanol:agua como fase mével, para encontrar a melhor composicdo que
separasse a mistura padréo. Como método de otimizagéo experimental, usou-se
um planejamento fatorial, cujos resultados foram calculados a partir do
programa FATORIAL [21]). Os ensaios foram avaliados em relagdio & eficiéncia
(N/m), resolugdo (Rs) dos picos, calculados para o par tolueno/naftaleno, tempo
de analise (tx) que pode ser associado ao tempo de retencdo do soluto mais
retido (naftaleno), fator de assimetria (As) a 10% da altura do pico e fator de

reteng&o (k), somente para o naftaleno. Os niveis e fatores s&0 dados na tabela
10. |

Tabela 10 - Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 2°.

FATORES NIVEIS/coluna C18  NIVEIS/coluna C8
(-) (+) (-) (+)
(1) temperatura (°C) 30 50 30 50
(2) % de etanol 60 70 55 60

(3) vazao (mL min™) 0,1 0,2 0,1 0,2
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Outro fatorial, agora 2% foi realizado para tentar aperfeigoar alguns
dos parametros. Os niveis e fatores s3o dados na tabela 11. O fator vazédo da
fase movel foi mantido constante (0,15 mL min™” para coluna C18 e 0,2 mi. min”

para coluna C8).

Tabela 11 - Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 2°.

FATORES NiVEIS/coluna C18  NIVEIS/coluna C8
(-) (+) (-) (+)
(1) temperatura (°C) 30 40 40 50
(2) % de etanol 60 65 50 55

3.7 - Otimizacéo da vazdo da fase mével através da curva de van Deemter:

Uma comparagéo dos diferentes solventes organicos foi realizada
através da otimizagdo da separacéo pela construcdo da curva de van Deemter
para cada fase mdvel, a fim de se obter a vazdo 6tima de trabalho na qual a
eficiéncia da coluna atinge um valor maximo. Dessa forma, variou-se a vazao da
fase mével, calculando a eficiéncia obtida em cada vazao.

A composicdo da mistura etanol:dgua foi inicialmente avaliada
pelos resuitados obtidos com o planejamento fatorial, ou seja, a porcentagem de
etanol na fase movel que forneceu um valor de resolugéo (Rs) entre os picos
(naftalenoftolueno) correspondente a uma separagdo até a linha de base. A.
composicio das misturas das fases moveis utilizadas para as diferentes colunas
¢ dada na tabela 12. Todas as fases méveis possuem a mesma forga
cromatografica, calculada utilizando a equagéo 11 [4, 9].
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Como as fases méveis contendo metanol e acetonitrila possuem
menor viscosidade, a curva de van Deemter foi realizada & temperatura de 25
°C enquanto que, para etanol:agua, foram feitas duas curvas; uma a 25 °C e
outra a 40 °C, a titima como forma de diminuir a viscosidade.

Tabela 12 - Composigéo das fases méveis.
FASE MOVEL COMPOSICAO(v COMPOSICAO
iv) COLUNA C18 (v/v) COLUNA C8

etanol:agua €0:40 55:45
metanol:agua 72:28 66:34
acetonitrila:agua 70:30 64.36

3.8 - Efeito da temperatura sobre a separagio:

Como forma de verificar o efeito da variagio da temperatura sobre
a separagdo cromatogréfica, foram realizadas diversas corridas a vazio
constante de 0,2 mL min™ para ambas as colunas, C18 e C8. A variacdo de
temperatura foi feita gragas a utilizagéo de um forno para acondicionamento da
coluna cromatogréfica nas temperaturas de 25 a 60 °C. A composiggo das fases
moveis, ou seja, etanol:dgua, metanol:dgua e acetonitrila:agua, foram as

mesmas utilizadas no procedimento 3.7 (tabela 12).
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3.9 - Teste de estabilidade das fases estacionarias frente ao uso de

etanol:agua como fase movel:

Para verificar a estabilidade da fase estaciondria frente ac uso de
etanol:agua, as colunas cromatogréficas foram deixadas continuamente sobre a
eluicdo da fase mével a uma vazdo de, em média, 0,8 mL min™'. Para a coluna
C18 foi utilizado EtOH:H.O 60:40 (v/v) e, para a coluna C8, EtOH:H.O 55:45
(viv).

A estabilidade foi avaliada, através dos parametros
cromatograficos ja estabelecidos (N/m, Rs, As, e k), a0 injetar a mistura badréo
(item 3.4), a uma vazéo de 0,2 mL min"'. As colunas foram avaliadas ap6s
passagem de 250 volumes de fase mdvel até 10.000 volumes de fase mével na
temperatura de 40 °C. Em seguida, a temperatura foi aumentada para 60 °C
onde foi feita a passagem de mais 5.000 volumes de fase mdvel, totalizando
15.000 volumes de fase mdvel. Para a coluna C18 foi utilizado EtOH:H,O 60:40
{v/v) e, para a coluna C8, EtOH:H,0 55:45 (viv).

O volume de fase movel, Vy, pode ser calculado através da
equacao:

Vy=t,F (19)
onde, {u € 0 tempo de retencdo de um soluto pouco retido na fase estacionaria

[5] e F é a vazdo da fase moével. A vazdo 6tima para obtengéo dos

cromatogramas foi estabelecida através de curvas de van Deemter.
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3.10 - Separacdo de uma mistura de componentes basicos:

Preparou-se uma mistura contendo anilina (0,009 mol L) e N,N-
dimetilanilina (0,006 mol L™), como forma de verificar o efeito do etanol na
separagdo de compostos basicos.

A composicéo das fasés moveis utilizadas, calculada utilizando a
equagdo 11, é dada na tabela 13 e foram utilizadas tanto para a coluna de fase

C18 como para a coluna de fase C8.

Tabela 13- Composigdo das fases moveis.

Fase Mével* COMPOSICAO

EtOH:H;0 70:30
MeOH:H,O 85:15
ACN:H;O 80:20

* FM de mesma forga cromatografica [9];
*F=0,2mL min".
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES:

4.1 - Parametros fisico-quimicos:

A figura 14 apresenta o espectro de absor¢édo no UV-VIS para duas
amostras de lotes diferentes de etanoi e a figura 15 mostra os espectros de
absorgdo no UV-VIS para os diversos solventes organicos utilizados usados em
CL.
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x{nm)

Figura 14 - Espectro de absor¢do no UV-VIS de duas amostras

de lotes diferentes de etanol (Merck).

Segundo o espectro da figura 14, ndo houve variag@o entre os dois
lotes de fabricagdo, ou seja, a utilizacdo de lotes diferentes de etanol ndo afetaria

na reprodutibilidade dos resultados cromatograficos.
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Figura 15 - Espectro de absorg¢do no UV-VIS de alguns

solventes orgéanicos.

Os espectros da figura 15 mostram um comportamento

muito

parecido entre etanol e metanol. A acetonitrila é o solvente organico com menor

absor¢do na regido estudada (190 - 650 nm), ou seja, sua aplicabilidade com o

detetor UV-VIS & bem maior. Os espectros destes solventes s&o bastante

semelhantes aos encontrados na figura 1. J4 o THF é o solvente que tem maior

absorc&o, possivelmente por sua oxidagao a perdxido.

A curva de viscosidade das misturas de etanol:agua é apresentada

na figura 16. Como a viscosidade decresce com a temperatura, temperaturas

maiores indicam ser melhores para a sua utilizagdo. Notar que, a 70 °C, a

viscosidade € bem proximo a recomendada [4]. Por outro lado, a curva da

viscosidade a 30 °C & bem similar a dos solventes metanol e tetraidrofurano a 20

°C (figura 2).
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Figura 16 - Curva de viscosidade de misturas etanol:agua

a diferentes temperaturas.

4.2 - Resultados do planejamento fatorial obtidos com a coluna C18:

Os resultados do planejamento fatorial 2° obtidos com a coluna
recheada com a fase estacionaria comercial C18 sdo dados a na tabela 14. Todos
os ensaios foram realizados em duplicata e os niveis e fatores s&o dados na

tabela 10. Para este procedimento foi utilizada a coluna 1 (tabela 9).
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Tabela 14 - Resultados obtidos com o planejamento fatorial 2° (coluna C18-1).

Ensaio Combinacgao*

(1 2 3)

N/m R. A k tr (naf)
(naf) (nafitol) (naf) (naf) min

~N O G A, WN

8

-+

+

+

+

4

+

-+

+ + +

+

24.000 = 700
24.000 = 3.200
22.300 = 440
26.400 = 120
23.000 + 2.500
25.000 = 1.700
21.000 = 2.000
22.000 = 1.100

3.0x01
2,5+0,1
1,9+ 0,1
1,6 £ 0,0
2,8 +0,1
2,4 + 0,1
1,8 =01
1,4+ 0,0

1,2+ 0,1
1,2 =01
1,301
1,1 =01
1,5 = 0,1
1,1+ 0,1
1,5+ 0,1
1,4+0,2

3500
30x04
1,9 =+ 0,1
1,56+0,0
34 =01
28 +£01
1,7 £ 01
1,3 £ 0,1

493 = 0,1
42,2 = 3,1
31,3+1,2
266 =01
236 =02
19,6 = 0,3
15,1+ 0,86
129x0,0

{*) ver tabela 10. naf = naftaleno; tol = tolueno.

Na tabela 15, enconira-se os valores das estimativas dos efeitos e 0

erro dos efeitos (calculado através das equacgdes 15 a 17).

Tabela 15 — Estimativas dos efeitos (da tabela 14).

Efeito N/m (naf) R (nafi/tol) A (naf) k (naf) tr (naf)
| (média) 23.450+1.770 2,1810,03 1,28+0,03 2,39+0,04 27,6+0,3
1 1.750 £ 3.540 -0,4040,05* -0,18+0,05* -0,4810,07* -4,5+0,6*
2 -1.050+3.540 -1,00+0,05* 0,0810,05 -1,5810,07* -12,2+0,6*
12 700+3.540  0,05£0,05 0,0310,05 0,08+0,07 1,140,6
3 -1.600+3.540 -0,1510,05* 0,18+0,05* -0,18+0,07* -19,610,6*
13 -450+3.540 0 -0,08£0,05 -0,03+0,07 1.4+0,6
23 -1.250+3.540 0 0,0810,05 -0,03+0,07 4,9+0,6*
123 -1.200+3.540 -0,05:0,05 0,131£0,05* 0,030,07 -0,110,6

(*) efeitos mais significativos.
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As figuras 17 a 21 apresentam a distribuicdo normal das estimativas
dos efeitos encontradas na tabela 15. Os efeitos mais significativos sd&o agueles
gue se encontram fora da reta e s@o observados também na tabela 15,
considerando também os erros dos efeitos aplicados ao teste t (f795% = 2,365),
equacdo 18.
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Figura 17 - Distribuigdo normal dos efeitos para eficiéncia (N/m) - C18,

-68

Figura 18 - Distribuigdo normal dos efeitos para resolucgao (R;) - C18.
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Figura 19 - Distribuigdo normal dos efeitos para o fator de
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Y
1._47 L/
.68
*
-.108
*
-.88
x
-1.66
A L et o ————— o m——— dmmm———— - fmm————— o= -
-.B -.T -.8 ~.5 -.4 -.3 -.2 -.1 0 X

Figura 20 - Distribuicdo normal dos efeitos para o fator de
retencdo (k) - C18.
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.68

Figura 21 - Distribuic&o normal dos efeitos para o tempo de
retencgdo (tg) - C18.

Os resultados de eficiéncia (N/m) ndo foram significativamente
diferentes entre cada combinagéo dos niveis e fatores. Assim, pode-se apenas
considerar uma média entre esses valores obtidos. Apesar do grafico de
distribuicdo normal das estimativas dos efeitos mostrar trés possiveis efeitos
significativos (pontos mais deslocados dos demais) (figura 17), o teste t mostra
que nenhum deles é estatisticamente significativo. A figura 22 apresenta os
resultados da tabela 14 na forma de diagrama.
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Figura 22 - Resultados do fatorial 2° - coluna C18-1

Através dos resultados das tabelas 14 e 15 e figura 22, pode-se
perceber a variagdo das respostas (resolugdo, fator de assimetria, fator de
retencéo e tempo de andlise) em funcdo da mudanga dos niveis. De um modo
geral, todas as respostas (parametros cromatograficos) diminuem com o aumento
de temperatura de nivel baixo para nivel alto (30 para 50 °C), tendo sido o
principal efeito sobre as respostas avaliadas.

A resolugéo obtida com o ensaio 8 (tabela 14) foi de 1,4, Unico
resultado ligeiramente abaixo do recomendado pela literatura [4] para este
parametro cromatografico.
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O fator de assimetria teve melhores resultados a temperatura de 50
°C, na qual a viscosidade da fase mével também é menor. A vazio da fase mével
em nivel alto (0,2 mL min™), no entanto, contribui para o aumento da assimetria,
principalmente na temperatura de 30 °C (figura 22b). Mesmo assim, em todos os
ensaios o fator de assimetria ficou dentro do recomendado [4] para uma andlise
quantitativa.

Os melhores resultados para o fator de retencdo encontram-se na
concentragcdo de etanol a 60%, sendo que diminuem com o aumento da
temperatura e muitc pouco com a vazéo, mesmo tendo sido considerado um efeito
significativo (figura 22c). Sobre o tempo de anélise, a vazéo, como esperado, foi o
efeito mais significativo.

A figura 23 mostra os cromatogramas obtidos com os ensaios 1 e 6
(tabela 14), respectivamente. Com o ensaio 1 obteve-se bons resultados mas o
tempo de analise mostrou ser bastante longo (cerca de 49 minutos). J& no ensaio
6, as respostas (parametros cromatogréfico) foram bem otimizados e com o
tempo de andlise mais reduzido (cerca de 20 minutos).

' Um novo fatorial (2%) foi necessério para procurar reduzir o tempo de
separagdo da mistura padrao porém, trabalhando-se em uma temperatura mais
baixa. A vazdo da fase movel foi mantida constante (0,15 mL min™), tendo como
fatores apenas a temperatura (fator 1) e a concentragéo de etanol (fator 2). Os
resultados do fatorial 2% s&o apresentados na tabela 16. Os niveis dos fatores séo
encontrados na tabela 11.
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igura 23 - Cromatogramas obtidos com a coluna C18-1 pelo planejamento
fatorial 2°. (a) temperatura 30 °C, EtOH:H.0 60:40 (v/v), vaziio 0,1 mL min™. (b)
temperatura 50 °C, EtOH:H,0 60:40 (v/v), vaz&o 0,2 mL min™.

Tabela 16 - Resultados do planejamento fatorial 2° (coluna C18-1).

Ensaio Combinagao* N/m R, A k tr(naf)
(1) (2) {naf) (nafitol) (naf) {naf) min
9 - - 22.000+450 29+00 13+£0,1 36+£00 330+0,0
10 + - 22900+90 27+01 1,2+00 32+0,0 29,5+0,1
11 -+ 2180030 21+00 13+01 23+0,1 23,3+0,3
12 + + 23300+0 20+01 1,3+01 20+00 216+0,0

(*) ver tabela 11. naf = naftaleno; tol = tolueno.

Os tempos de analise obtido nos ensaios 11 e 12 estéo préximos ao
obtido com o ensaic 6 do fatorial 2° (tabela 14), porém trabalhando-se numa
temperatura menor (40 °C). A resolucdo dos picos, fator de assimetria e fator de
retenc@o estéo dentro do esperado para uma separagdo cromatografica. Os
cromatogramas dos ensaios 11 e 12 (tabela 18) estdo na figura 24. Novamente, a
eficiéncia (N/m} ndo foi significativamente diferente dentro dos ensaios realizados.
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Figura 24 - Cromatogramas obtidos com a coluna C18-1 pelo planejamento
fatorial 2°. (a) temperatura 30 °C, EtOH:H,0O 65:35 (v/v), vazdo 0,15 mL min™.
(b) temperatura 40 °C, EtOH:H,0 65:35 (viv), vazdo 0,15 mL min™.

4.3 - Resultados do planejamento fatorial obtidos com a coluna C8:

Os resultados do planejamento fatorial 2° obtidos com coluna
recheada com a fase estacionaria comercial C8 sdo dados na tabela 17. Todos os
ensaios foram realizados em duplicata e os niveis e fatores sdo dados na tabela

10. Para este procedimento foi utilizada a coluna 3 (tabela 9).
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Tabela 17 - Resultados obtidos com o planejamento fatorial 2° (coluna C8-3).

Ensaio Combinagédo* N/m R, A, k tr
{1) (2) (3) {naf) {naf/tol) {naf) (naf) (naf)/min
13 - - - 39.000£200 24+01 12+00 29+01 439x07
14 + - - 34500+2100 18+01 1200 22+0,0 35604
15 -+ - 38500+£70 19+01 13+01 22+00 304+02
16 + + - 32400t7.700 1401 12+01 17+£00 365+00
17 - - + 34000t4670 24+01 14+£01 31+00 230+01
18 + -+ 3200060 18100 13+£01 23+0,0 183x01
19 - + + 31000+3400 16+01 14+01 21+00 175+00
20 + + + 280002700 1,3+01 1,2+00 17400 146+0,0
(*) ver tabela 10. naf = naftaleno; tol = tolueno.
A estimativa e o erro dos efeitos estéo na tabela 18.
Tabela 18 — Estimativas dos efeitos (da tabela 17).
Efeito N/m (naf} R, (nafltol) A, (naf) k (naf) tr (naf)
I (média) 33.650+1.050 1,83+0,03 1,28+0,02 2,28 27,4810,07
1 -3.850+2.100 -0,50+0,05* -0,10+0,04 -0,60+0,01* -550+0,14*
2 -2.450+2.100 -0,55+0,05* 0 -0,70+0,01* -5,45+0,14*
12. -500+2.100  0,1010,05 -0,05+0,04 0,15+0,01* 1,02+0,14
3 -4.950+2.100 -0,10£0,05 0,10+0,04 0,0510,01 -18,2640,14*
13 1.500+2.100 0,05+0,05 -0,05+0,04 0 1,71+0,14
23 -1.100+2.100 -0,10+0,05 -0,05+0,04 -0,10+£0,01 0,89+0,14
123 250+2.100  0,05+0,05 0 0,05+0,01 -0,12+0,14

(*} efeitos mais significativos.
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As figuras 25 a 29 apresentam a distribuicdo normal das estimativas
dos efeitos encontradas na tabela 18. Os efeitos mais significativos sdo aqueles
que se encontram fora da reta e sio observados também na tabela 18,
considerando também os erros dos efeitos aplicados ao teste ¢ (tes% = 2,365),

equacéo 18. A figura 30 mostra os resultados da tabela 17 na forma de diagrama.
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Figura 25 - Distribuig&o normal dos efeitos para eficiéncia (N/m) - C8.
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Figura 26 - Distribuigdo normal dos efeitos para resolugéo (Rs) - C8.
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Figura 28 - Distribuigdo normal dos efeitos para o fator de
retengao (k) - C8.
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Figura 30 - Resultados do fatorial 2° - coluna C8-3.
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Os resultados de eficiéncia (N/m) com a coluna C8, como para a
coluna C18, n&o foram significativamente diferentes entre cada combinagéo dos
niveis e fatores. Assim, pode-se apenas considerar uma média entre esses
valores obtidos.

De maneira semelhante aos ensaios realizados com a coluna C18, a
resolucéo, fator de retencdo e tempo de andlise diminuem com o aumento da
temperatura (efeito principal 1). _

A resolugdo dos picos (naftalenoftolueno) ficou em valores
razoaveis, de 1,6 a 2,4, com excegéo dos ensaios 16 e 20 (tabela 17), onde a
temperatura {efeito principal 1) e porcentagem de etanol (efeito principal 2), estéo
em nivel aito (+).

O fator de assimetria praticamente n3o variou com os ensaios
realizados. De acordo com a tabela 18, os efeitos foram muito pequenos,
sug'erindo que a mudanga dos niveis, propostos para este fatorial 2°, ndo foram
significativos para variar este parametro cromatografico. Mesmo assim, bons
valores de simetria foram obtidos, variando de 1,2 a 1,4.

| Os melhores resultados para o fator de retengdo ocorreram com a
concentracao de etanol a 55%, sendo que diminuem principalmente com os
efeitos principais de temperatura (1) e porcentagem do etanol (2). Os
cromatogramas dos ensaios 18 e 20 estdo na figura 31. |

O menor tempo de andlise obtido foi com ¢ ensaio 20 (figura 31b),
mas a resolugio dos picos ndo se completou até a linha de base (Rs = 1,3). Jano
ensaio 18 (figura 31a), os resultados de resolucéo, retencdo e assimetria foram
satisfatorios e com um tempo de andlise relativamente curto (cerca de 18

minutos), podendo-se considerar uma boa condicéo para a separagio da mistura
teste.
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Figura 31 - Cromatogramas obtidos com a coluna C8-3 pelo planejamento
fatorial 2°. (a) temperatura 50 °C, EtOH:H;0 55:45 (v/v), vazéo 0,20 mL min™. .
(b) temperatura 50 °C, EtOH:H.O 60:40 (v/v), vazio 0,20 mL min™.

Os resultados do fatorial 2° sdo dados na tabela 19. A vazdo foi
mantida constante (0,20 mL min™") para este fatorial. Os niveis e fatores do novo

fatorial séo vistos na tabela 10.

Tabela 19 - Resultados do planejamento fatorial 2* (coluna C8-3).

Ensaio Combinagao* N/m Rs A k tr {naf)
(1) (2) (naf) (nafftol) (naf) (naf) min
21 - - 27.500+1.500 29+01 14+£01 42+00 283+03
22 + - 26800+1.890 25+01 1,4+01 35+00 243+0,0
23 -+ 284005340 19101 1,5+01 27+0,0 20201
24 + + 31.900+60 1,8+00 1,3+0,1 2,3+0,0 183+0,0

{(*) ver tabela 10. naf = naftaleno; tol = tolueno.
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O melhor conjunto de resuitados obtidos fai com o ensaio 24 (tabela
19), que é o mesmo ensaic 18 do fatorial 2° (tabela 17, cromatograma da figura
31a). Com o novo fatorial, em média, obteve-se menores tempos de andlise (de
28 a 18 minutos), mantendo-se bons resuitados para os outros parametros

cromatograficos.
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4.4 - Otimiza¢do da vaz&o da fase movel pela curva de van Deemter:

Através da construcio das curvas de van Deemter, obteve-se a
eficiéncia méxima das colunas de separagdo utilizando as trés diferentes fases
moveis: etanol:agua (EtOH:H.0), metanol.agua (MeOH:H.0) e acetonitrila:agua
(ACN:H:0). A tabela 20 apresenta a vazédo é6tima obtida para cada fase mével
com a coluna C18 e a tabela 21 para a coluna C8. A composicdo de cada fase
movel é dada na tabela 12. Para este procedimento foram utilizadas as colunas
1(C18) e 4 (C8) (tabela 9).

As curvas de van Deemter para cada fase movel sdo apresentadas
nas figuras 32, para a coluna C18, e 33, para a coiuna C8.

Tabela 20 - Vazdo das fases mdveis otimizadas pela.
curva de van Deemter (coluna C18-1).
FASEMOVEL F(mLmin')  N/m(naf)

EtOH:H,0 25 °C 0,15 32.100
EtOH:H,0 40 °C 0,25 29.500
MeOH:H,0 0,35 32.300
ACN:H,0 0,30 27.300

Tabela 21- Vazdo das fases méveis otimizadas pela
curva de van Deemter (coluna C8-4).
FASEMOVEL F (mL min™) N/m (naf)

EtOH:H,0 25 °C 0,20 36.000
EtOH:H,0 40 °C 0,20 32.300
MeOH:H,0 0,35 35.700

ACN:H,0 0.30 30.700
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Figura 32 - Curvas de van Deemter - coluna C18.
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Figura 33 - Curvas de van Deemter - coluna C8.

Os parametros cromatogréficos caiculados a partir de cada
separagéo otimizada pela curva de van Deemter sdo apresentados na figura 34,

para a coluna C18 e figura 35, para a coluna C8.
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Figura 35- Pardmetros Cromatograficos obtidos com cada modificador

orgéanico - coluna C8-4.

Analisando os resultados apresentados para os trés diferentes
modificadores organicos, os maiores vaiores de resolugdo foram obtidos com
metanol.agua, utilizando a coluna C8, e acetonitrila:dgua com a coluna de fase
C18. Etanol:4gua apresentou menores vaiores de resolugio para a separacao,
mas todas dentro de uma faixa considerada normal pela literatura, para ambas
as colunas. O fator de assimetria teve o menor valor com etanol:agua a 40 °C
utilizando a coluna C18. Mesmo a 25 °C, etanol:agua resultou em picos de
assimetria equivalentes as outras fases moéveis utilizadas, para ambas as
colunas. Como a viscosidade da fase movel etanol:agua € maior, esperava-se

que o fator de assimetria também fosse maior do que o obtido para as outras
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fases mdveis. Com a fasej movel acetonitrila:agua, o fator de assimetria foi o
mesmo para as duas colunas. Da mesma forma para o fator de retencéo, todos
0s resuitados ficaram dentro de uma faixa ideal.

Mesmo tendo a mesma for¢a cromatografica, a seletividade de
cada fase movel testada & diferente, o que varia muito o resultado para este
parametro cromatogréfico. Deve-se considerar ainda que cada uma dessas
fases mobveis apresentam uma viscosidade diferente, em funcdo da
porcentagem do modificador orgéanico, afetando diretamente na transferéncia de
massa do soluto entre as duas fases, mével e estacionaria.

Um requisito importante durante uma separagéo cromatogréfica é
que esta seja feita no menor tempo possivel e com todos os picos separados.
Esta avaliagéo é feita pelo pico mais retido, neste caso, o naftaleno. Dentro do
que se propde a curva de van Deemter, ou seja, obter a vazéo da fase mével
que resulte na eficiéncia maxima da coluna, acetonitrila:agua foi a fase mével
que separou a mistura em menor tempo, em cerca de 16 minutos com a coluna
C18 e 12 minutos com a coluna C8, enquanto metanol:agua, em tempo ainda
menor, separou todos os picos em cerca de 11 minutos com a coluna C18.
Mesmo em temperatura ambiente, acetonitrilaidagua e metancl:agua tém
menores viscosidades, permitindo uma transferéncia de massa dos solutos da
mistura muito mais répida entre a fase movel e estaciondria. isso reduz o tempo
total para que a mistura seja completamente separada dentro do sistema
cromatografico. Mesmo considerando sua alta viscosidade, etanol:dgua separou
todos os picos num tempo de cerca de 18 minutos com a coluna C18 e 21
minutos com a coluna C8, na temperatura de 40 °C (figuras 34d e 35d).
Considerando que a vazéo 6tima de trabalho da fase mével etanol:agua foi
menor do que as outras fases moéveis (tabelas 20 e 21), para ambas as coiunas
e temperaturas, o tempo total de separagdo da mistura padréo utilizada pode

ser considerado curto.
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4.5 - Efeito da temperatura sobre a separagéo:

Os resultados do efeito da temperatura sobre a separacdo
cromatografica utilizando etanol:agua com fase mével (FM) sdo dados na tabela
22, para a coluna de fase estacionéria C18 e tabela 23, para a coluna de fase
C8. O efeito da temperatura que acompanha a separagio cromatografica
também foi verificada para o sistema metanol:agua e acetonitrila:agua (tabelas
24 a 27). Os resuitados também podem ser acompanhados pelas figuras 36
(coluna C18) e 37 (coluna C8).

Tabela 22 - Efeito da temperatura sobre a separagio
cromatogréfica (coluna C18-1); FM EtOH:H,0
(60:40 v/v); F=0,2mL min™.

TEMPERATURA Rs As K ta(naf)
(°C) (nafitol) (naf) (naf) min.
25 2,6 16 37 24,6
30 2,5 15 35 23,3
35 23 15 33 21,9
40 2,2 1,4 31 20,9
45 2,1 1,3 29 19,7
50 2,0 13 27 18,7
55 2,0 12 25 17.8

60 1,9 1.1 2,4 16,9
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Tabela 23 - Efeito da temperatura sobre a separagio
cromatogréfica (coluna C8-4); FM EtOH:H.0
(55:45 viv); F=0,2mL min".
TEMPERATURA Rs As k tr (naf)

(°C) (nafitol) (naf) (naf) min.
25 2.4 15 3,4 244
30 2,3 14 31 23,0
35 2,3 15 29 21,5
40 1,9 14 27 20,2
45 1,9 14 25 19,1
50 1.8 13 23 183
55 1,7 14 21 17.0
60 1,5 14 20 16,2

Tabela 24 - Efeito da temperatura sobre a separagéo
cromatogréficai (coluna C18-1); FM MeOH:H,;0
(72:28 viv); F=0,2mL min™.
TEMPERATURA Rs As k tr (naf)

(°c) (nafftol) (naf) (naf) min.
25 40 1,3 43 28,1
30 3,9 1,2 4.1 26,5
35 3,8 1,2 3,9 25,1
40 3.7 1,2 3,6 23,7
45 3,5 1.1 3.4 22,5
50 3.4 1,2 32 21,4
55 3,2 1,1 2,9 19,8

60 3,0 1.1 27 18,7
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Tabela 25 - Efeito da temperatura sobre a separag&o
cromatografica (coluna C8-4); FM MeOH:H,0
(66:34 viv); F=0,2mL min™.

TEMPERATURA Rs As k tr {naf)

(°c) (nafitol) (naf) (naf) min.
25 4.4 13 39 27,9
30 42 13 36 26,2
35 4.0 13 3,4 25,0
40 38 12 32 236
45 3,6 1,2 30 22,2
50 3.4 1,2 27 21,0
55 32 1,2 2,6 19,8
60 3,0 1,2 24 18,8

Tabela 26 - Efeito da temperatura sobre a separagio
cromatografica (coluna C18-1); FM ACN:H,O
(70:30 viv); F=0,2mL min™.

TEMPERATURA Rs As k tz (naf)

°C) (nafftol) (naf) (naf) min.
25 2.3 12 22 16,7
30 23 12 21 16,2
35 2,2 13 20 16,1
40 2,1 12 1,9 15,6
45 2,0 12 1,8 14,5
50 2,0 1.2 1,7 14,0
55 1,8 12 16 13,5

60 1,7 1,2 1,6 13,1
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Tabela 27 - Efeito da temperatura sobre a separagéo
cromatogréfica (coluna C8-4); FM ACN:H,0
(64:36 viv); F=0,2mL min™.
TEMPERATURA Rs As k tr (naf)

(°C) (nafftol) (naf) (naf) min.
25 2,6 1,2 22 17,7
30 2,5 12 21 17,0
35 2,4 12 19 16,4
40 2,3 13 1,8 15,9
45 2.1 1.2 17 15,3
50 2,0 12 186 14,8
55 1,9 12 15 14,2
60 1,7 13 14 13,6
QT
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Figura 36 - Pardmetros cromatograficos em fungéo da

temperatura - coluna C18-1.
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Apesar da diferenga apresentada entre as resolugdes dos picos
para as diferentes fases moveis utilizadas com a coluna C18, o decréscimo na
resolugdo com metanol:dgua foi mais acentuado (figura 36a, tabela 24).
Etanol:agua (figura 36a, tabela 22) e acetonitrila:agua (figura 36a, tabela 26)
variaram menos na resolu¢do com a temperatura de separagéo. Dentro da faixa
de temperatura estudada, 25 a 60 °C, etanol:agua apresentou boa resolugdo
entre os picos, mesmo a 60 °C.

O fator de assimetria ndo apresentou um comportamento regular
com a variagdo de temperatura, a excegdo do uso de etanol:dgua (figura 36b).
Para acetonitrila:agua (figura 36b) e metanol:aguia o fator de assimetria pode
ser considerado constante dentro da faixa de temperatura estudada, havendo
pouca influéncia da temperatura sobre essas fases maéveis.

O fator de retengcdo e o tempo de andlise, respectivamente,
demonstram, por sua vez, um decréscimo mais regular com a variagdo da
temperatura, para todas as fases modveis. Segundo a tabela 24, a diferenca
entre o maior e 0 menor valor do fator de retencdo para metanol:agua é de Ak =
1.6, sugerindo que o aumento da temperatura da separagdo provoca uma
“preferéncia” do soluto por esta fase mével mais expressivamente do que para o
sistema etanol:agua (Ak = 1,3, tabela 22) e acetonitrila:agua (Ak = 0,8, tabela
26).
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Figura 37 - Parametros cromatograficos em fungao da

temperatura - coluna C8-4.

Com relagéo a coluna C8, a diminuicdo da resolucdo utilizando

metanol:agua (figura 37a, tabela 25) como fase movel é bastante regular - o

aumento em 5 °C reduz a resolugdc em 0,2 - sendo mais expressiva do que

para as fases moveis etanol:agua (tabela 23} e acetonitrila:agua (tabela 27),

semelhante ao ocorrido com a coluna C18.
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A variagdo do fator de assimetria utilizando a coluna C8 foi
bastante irregular para o sistema etanol:agua (figura 37b), contrério aos
resultados obtidos com a coluna C18. Os resultados sugerem mais uma
constante deste parametro cromatografico, sendo a variagdc observada
resuitado do erro experimental. Metanol.dgua (figura 37b, tabela 25) e
acetonitrila:dgua (figura 37b, tabela 27) também pouco influenciaram na
diminuicdo do fator de assimetria com a variagdo da temperatura e, ainda, com
resuitados pouco diferente com relagdo a etanol.agua.

O fator de retengdo e tempo de analise também variaram de uma
forma bastante regular para as trés fases moveis, utilizando a coluna C8. A
variagéo do fator de reteng&o do naftaleno com a fase movel etanol.agua (figura
37c, tabela 23) foi bem semelhante a fase mdvel metanol:agua (figura 37c,
tabela 25), Ak = 1,4 e 1,5, respectivamente, sugerindo, possivelmente, um efeito
de interagdo deste soluto bem semelhante entre as duas fases méveis. A fase
movel acetonitrila:agua (figura 37c¢, tabela 27) teve menor variacdo do fator de
retengdo com o aumento da temperatura, Ak = 0,8.

Essa pequena variagdo do fator de retengdo do naftaleno com o
aumento da temperatura utilizando acetonitrila:agua como fase movel, tanto com
a coluna de fase C18 como a de fase C8, pode ser observada na medida em
gue o valor de k na temperatura de 25 °C ja é menor do que o apresentado com
as outras fases madveis. Etanolldgua e metanol.:agua apresentaram maiores
valores de k na menor temperatura estudada (25 °C) e resultaram maiores

variagdes de k (Ak) com a temperatura.
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4.6 - Resultados do teste de estabilidade das fases estacionarias frente ao

uso de etanol:agua como fase moével:

Os resultados do teste de estabilidade realizado com a coluna C18
podem ser vistos nas figuras 38 (C18-2).
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Figura 38 - Resultados do teste de estabilidade usando EtOH:H.O 60:40

(v/v) como fase mével - coluna C18-2.
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Até 10.000 volumes de fase moével, a uma temperatura de 40 °C, a
eficiencia se manteve em torno dos 30.000 pratos/metro com uma queda
significativa para cerca de 21.000 pratos/metro, com o aumento da temperatura
para 80 °C (figura 36a). No entanto, a assimetria do pico (figura 38c)
praticamente ndo alterou, mantendo-se em torno de 1,3, tanto a 40 como a 60
°C.

Tanto a resolugéo (figura 38b) como o fator de retengdo (figura
38d) mantiveram-se em valores ndc muito variantes com a passagem constante
da fase movel, reduzindo-se apenas com a mudanga da temperatura.

As figuras 39 e 40 mostram os cromatogramas das separagdes a
250 e 10.000 volumes de fase mével, respectivamente, ou seja, na temperatura
de 40 °C. Os cromatogramas mostram boa separacéo dos picos mesmo apos a
passagem de 10.000 vezes o volume da fase movel (cerca de 10 litros). A figura
41 apresenta o cromatograma da separagdo apos a passagem de mais 5.000
volumes de fase moével a uma temperatura de 60 °C, totalizando os 15.000

volumes de fase movel.
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Figura 39 - Cromatograma da separacgao obtida com
a coluna C18-2 apés 250 Vy EtOH:H,0 60:40 (v/v);
=0,2 mL min” - 40 °C.
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Figura 40 - Cromatograma da separagédo obtida com
a coluna C18-2 apés 10.000 Vy EtOH:H.O 60:40 (viv);
F=0,2 mL min™ - 40 °C.
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Figura 41 - Cromatograma da separagdo obtida com a
coluna C18-2 apés 5.000 Vy EtOH:H;0 60:40 (viv);
F=0,2 mL min™ - 60 °C.
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Observando-se a queda de eficiéncia apos a passagem de mais
5.000 volumes de fase mével a 60 °C, foi realizada novamente mais uma corrida
a 40 °C como forma de verificar se o efeito foi da temperatura de separaggo ou
perda de polimero da fase estaciondria. A figura 42 mostra o cromatograma da
separagdo apos a passagem dos 15.000 volumes de fase mével. A eficidncia da
separacgdo voltou ao nivel de 30.000 pratos/metro, como obtido até os 10.000

volumes de fase mével a 40 °C.
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Figura 42 - Cromatograma da separagéo obtida com
a coluna C18-2 apos 15.000 Vy EtOH:H,0 60:40 (v/v);
F=0,2 mL min™ - 40 °C,

Os resultados do teste de estabilidade realizado com a coluna C8
estdo sumarizados na figura 43. Para a coluna do tipo C8 a eficiéncia (figura
43a) praticamente n&o variou até os 15.000 volumes de fase mével, mantendo-
se em torno de 34.000 pratos/metro, mesmo apds a mudanga da temperatura
para 60 °C. O fator de assimetria (figura 43¢) também manteve-se constante, em

torno de 1,3, tanto a 40 como a 60 °C.
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Os valores de resolucdo (figura 43b) e fator de retencdo (figura
43d) decairam somente com a mudanga da temperatura, mantendo-se
praticamente constante com a passagem continua da fase mével.

As figuras 44 e 45 apresentam os cromatogramas das separagdes
apos 250 e 10.000 volumes de fase mével, respectivamente, na temperatura de
40 °C. A figura 46 mostra o cromatograma da separagio realizada apos a
passagem de mais 5.000 volumes de fase médvel a 60 °C. Os cromatogramas
nédo apresentam nenhuma mudénga significativa nas separacgdes dos picos apds
a passagem dos 15.000 volumes de fase movel.

38000 14
a-muu}- ... Il-.' n g b ll ] s s .,
. R R & EOHH,040°C
72000 4 L S 12 EEEE Rm EE RN ® ErOHH,0 60 i
= 30000 -
¥ 2.,]a
(L]
E 2e000 - = EOH:H,040°C S
= . a r u
& EIOHH,080°C
8000 4
13 e & S0
14000 -| .- . @
110006 r r . Y : T 18 T v —T T T ™
0 e A00 & oo aps wooe 12000 14090 o 00 4000 o 008 0020 11000 1400
Vi Ym
{2} Eficiéncia {b} Resclucko
"7 “"L ® EOHH,040°C
il w ® EOHHO48°C - == * EOHH,080°C
* EQHHOB1'C 13 B mREMwER LER I I ]
IEE N B T I B s Aan
= _ 28 4
W34 W AR - . = * 8 *P¢ee ‘.‘\:‘1
< =
12 4 L N ] 24 4
*
ta 4 . ]
12 *4e 28048
10 — T — T T T T 7T
a Wi 4000 siDD gO0O0 1oooe 12008 14008 0 2000 4000 00D 8§00 10000 12000 14000
Y Vi
fe) Fator de Assimetria {d) F ator de Retengdo

Figura 43 - Resultados do teste de estabilidade usando EtOH:H.O como

fase movel - coluna C8-4.
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Figura 44 - Cromatograma da separac¢do obtida com
a coluna C8-4 apds 250 Vi EtOH:H,0 55:45 (viv);
F=0,2 mL min"™ - 40 °C.
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Figura 45 - Cromatograma da separagéo obtida com
a coluna C8-4 apés 10.000 Vy EtOH:H.O 55:45 (viv);
F=0,2 mL min” - 40 °C.
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Figura 46 - Cromatograma da separagédo obtida com
a coluna C8-4 apds 5.000 Vy, EtOH:H,O 55:45 (viv);
F=0,2 mL min” - 60 °C.
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4.7 - Separac¢ao da mistura basica:

Com relacdo & separagdo dos compostos basicos, anilina e N,N-
dimetilanilina, os resultados sdo apresentados na tabela 28, utilizando a coluna
de fase C18, e tabela 29, utilizando a coluna de fase C8. Para este
procedimento foram utilizadas as colunas C18-1 e C8-3 (tabela 9). As figuras 47
e 48 mostram os cromatogramas obtidos na separagdo da mistura basica
usando os diversos modificadores organicos, EtOH, MeOH e ACN.

Tabela 28 - Parametros cromatograficos obtidos com a separagéo da

mistura basica - coluna C18-1.
SOLVENTE N/m* Nm®° Rs® A A kK K tz(min.) tz (min.)°

EtOH25°C 16400 25100 78 16 17 02 08 6,6 11,6
EtOH 40°C 15700 23500 7,0 15 16 02 08 6,4 10,9
MeOH25°C 6800 18300 48 09 17 02 1,0 6,6 10,6
ACN25°C 14800 21300 55 13 13 02 08 6,5 10,0

a = anilina; b = N,N-dimetilanilina
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Figura 47 - Cromatogramas obtidos com a coluna C18-1 para a separag¢io
da mistura basica utilizando EtOH a 25 °C (a), EtOH a 40 °C (b), MeOH (c) e

ACN (d) como modificadores orgénicos e fase estacionaria C18. (1) anilina;

(2) N,N-dimetilanilina.
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Tabela 29 - Pardmetros cromatograficos obtidos com a separagéo da

mistura basica - coluna C8-3.

SOLVENTE Nm* Nm° R® As A’ K K t(min) & (min)

EtOH25°C 16.300 27200 56 16 15 03 09 7.0 10,2
EtOH 40°C 18.800 26200 49 15 17 02 0,7 6,8 9,5
MeOH25°C 7.900 23500 34 10 16 02 06 7,0 9,5
ACN25°C 18100 25300 45 15 13 03 08 6,9 9,5

a = anilina; b = N,N-dimetilanilina
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Figura 48 - Cromatogramas obtidos com a coluna C8-3 para a separacédo
da mistura bésica utilizando EtOH a 25 °C (a), EtOH a 40 °C {b), MeOH (c) e
ACN {d) como modificadores organicos e fase estacionaria C8. (1) anilina;

(2) N,N-dimetilanilina.
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Utilizando etanol como modificador orgénico, a eficiéncia da separagao
foi relativamente maior com relagdo as separagbes utilizando MeOH e ACN,
tanto para a coluna C18 como para C8. Da mesma forma como para os
compostos neutros, a eficiéncia, em geral, diminuiu com o aumento da
temperatura para a separacéio dos compostos basicos, no entanto a assimetria
dos picos foi reduzida para valores mais préximos do ideal.

Para todas as fases mobveis, tanto o fator de retengéc como o
tempo de retencdo dos compostos tiveram valores muito semselhantes,
especialmente para etanol:4gua a 40 °C comparada as demais fases mbveis
contendo ACN e MeOH, tanto com a coluna C18 (tabela 28) como com a coluna
C8 (tabela 29).
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5 - CONCLUSOES:

Q etanol analisado, de dois lotes de fabricagéo, apresentou baixa
absorvancia em grande parte da regido UV-VIS, como mostra os espectros (figura
14), indicando ser bastante Util para este tipo detetor, além do que a producgso do
solvente apafentou ser pouco diferente dentro dos lotes analisados.

Uma das dificuldades no uso de etanol é a alta viscosidade quando
misturado com agua, como confirmado na figura 16. Fases méveis muito viscosas
podem reduzir a vida Util das fases estacionarias devido a uma maior pressdo na
entrada da coluna (back pressure). Assim, 0 uso de um forno para a coluna torna-
se importante para que se trabalhe em temperaturas maiores de forma a reduzir a
viscosidade da fase mével. Deve-se considerar ainda que temperaturas elevadas
(supe'riores a 80 °C) também podem comprometer a fase estacionaria [10].

A partir dos resuttados obtidos com o planejamento fatorial, pdde-se
verificar a importante infludncia da temperatura como meio de otimizagdo das
separacbes com os ajustes dos parametros cromatograficos.

Otimizada a vazéo através da curva de van Deemter, obtendo-se a
eficiéncia méxima de cada coluna, comparou-se os resultados para as trés fases
méveis: etanol:agua, metanol:agua e acetonitrila:égda com a mesma forca de
eluicdo. Como a vaz&o dtima - que influencia diretamente sobre o tempo total de
separacdo da mistura - variou para cada fase movel, os resultados, de uma
maneira geral, podem ser avaliados como satisfatorios ou néo, dentro do que se é
recomendado pela literatura. Além disso, os resultados mostraram' uma grande
aplicabilidade do uso de etanol.agua como fase moével em baixas vazdes, onde a
eficiéncia (N/m) obtida foi similar, e em alguns casos superior, quando comparada

as demais fases moéveis (metanol:agua e acetonitrila:agua).
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O efeito mais significativo da temperatura pdde ser observada no
tempo de andlise, tanto para a coluna de fase C18 como a de fase C8, para todas
as fases moveis. Isso se deve, principalmente, & cinética mais rapida na
transferéncia de massa do soluto entre as duas fases, mével e estacionaria. Esse
efeito acaba influenciando também na resolugcdo dos picos, diminuindo-a,
tornando necessario a avaliagdo da temperatura de separagdo para que a
resolugéo minima até a linha de base seja obtida. A diminuic&o da assimetria foi
mais significativa com a coluna de fase C18 do que a de fase C8. Varios fatores
podem estar associados a isso, como a interagdo maior ou menor do soluto,
naftaleno, devido a polaridade da fase estacionéria e da fase mdvel. Avaliando-se
estes parametros cromatograficos, o uso de etanol:agua mostrou-se bastante
interessante, j& que os parametros cromatograficos utilizados para avaliagéo da
separagdo encontraram-se dentro dos recomendados pela literatura [4] dentro da
faixa de temperatura estudada.

Com relagdo a estabilidade das fases estacionarias, o uso de
etanol:agua em maiores vazdes (cerca de 0,8 mL min”') ndo apresentou
influéncias significativas com sua continua passagem até 15.000 volumes de fase
movel pela coluna cromatografica. Assim, os resuitados mostram a perfeita
utilizagéo de etanol como modificador organico da fase mével, ja que as colunas
cromatograficas utilizadas, C18 e C8, apresentaram boa estabilidade frente ao
uso deste solvente - de viscosidade maior &4 dos demais solventes, metano! e
acetonitrila.

Na separacdo de compostos basicos, o uso de etanol como
modificador organico, comparado aos outros modificadores, ofereceu boa
separagéo entre os picos. Em se tratando de compostos béasicos, que sofrem
fortes interacdes com os grupos silandis residuais da fase estacionaria, as
assimetrias dos picos foram satisfatérias com o uso de etanol:dgua, variando de
1,5 a 1,7, similares as obtidas com as demais fases mébveis.
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Comparativamente aos outros solventes organicos também usados
em CLAE-fase reversa, tais como metanol e acetonitrila, etanol possui menor
efeito toxico. Isso se torna uma grande vantagem para seu uso rotineiro em
laboratério, além do que as suas propriedades cromatograficas mostraram-se
bastante interessantes, tanto para a separagéio de compostos neutros como
compostos de carater basico.
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